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摘  要 
摘     要 
lys A 基因编码二氨基庚二酸脱羧酶（DAPDC)，该酶将二氨基庚二酸（DAP）
转化为 L－Lys，因此 DAPDC 对细菌的生长和生存至关重要。本实验从盐生杜
氏藻高盐培养液中分离纯化了一株盐单胞菌，并从形态、生理以及 16S rDNA 等
方面进行初步鉴定，将它命名为 Halomonas sp.ZL-4。 
采用鸟枪法构建了 Halomonas sp.ZL-4 部分基因组文库。提取 Halomonas sp. 
ZL-4 的总 DNA，经限制性核酸内切酶 Sau 3A I 消化后回收 1~6 kb 大小的酶切片
段，与经限制性核酸内切酶 Bam HI 酶切消化、回收后的质粒 pUC19 连接，热转
化感受态细胞 E.coli DH5α。在此基础上，进行克隆子的测序工作。通过与数据
库中已知序列进行比对，获取了 lys A 基因的信息。将该基因经 PCR 扩增回收后，
采用限制性内切酶 Bam HI 和 Eco RI 进行双酶切，同时对 pET-32a 载体进行了相
应双酶切。将两者回收后连接，转化大肠杆菌 BL21，构建成重组质粒 pET-lys A。
重组子 pET-lys A 和对照 pET-32a 经原核诱导表达后，对比分析了两者细胞总赖
氨酸和细胞外赖氨酸含量，发现重组子赖氨酸产量显著高于原始菌株，并且随着
培养时间延长赖氨酸逐渐分泌到细胞外。此外还对比分析了重组子和对照的
DAPDC 粗酶提取液在相同条件下的酶促反应，结果表明重组子 DAPDC 的酶活
性是对照的 1.78 倍。可见克隆的 lys A 基因已经转入受体菌并具有较高的活性。 




























摘  要 
Abstract 
DAPDC is a vitamin B6-dependent enzyme that stereospecifically converts 
meso-DAP to L-lysine. The enzyme is of interest because of its importance in 
bacterial growth and survival. Lysine is essentially required in protein biosynthesis 
and for their viability and development. So biosynthesis of L-lysine has come under 
increased scrutiny as a target for novel antibacterial agents. 
A strain of halophilic bacterium was isolated from a high NaCl concentration 
medium cultured with D.salina. Based on the analysis of bacterial 16S rDNA, cell 
morphology, physiological and biochemical characteristics, the strain was designated 
as Halomonas sp.ZL-4. Then total DNA of the strain was extracted and partially 
digested by Sau 3AI, the DNA fragments ranged from 1～6 kb were retrieved and 
linked with pUC19 to form reconstructed plasmids. Then they were transformed into 
E.coli DH5α to construct a partial gene library of Halomonas sp.ZL-4. Fifty clones 
growing on the screening medium were randomly selected, and then the DNA 
fragments within the reconstructed plasmids were sequenced and taken a homologous 
BLAST by dint of America GenBank to seek the gene we need until a gene (lys A) 
that coding for diaminopimelate decarboxylase （DAPDC） has been found. After that, the 
lys A gene was amplified by PCR and ligated with vector pET32a to reconstruct a 
new plasmid pET-lysA. The latter was then transformed into E.coli BL21. New 
transformant (with pET-lysA) was cultured and shaken at 37℃ in LB medium 
supplemented with 1mmol/L isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside (IPTG) over 8 h, 
then total- and extracellular- amount of L-lysine of the samples were detected. The 
results showed that the yield of L-lysine of transformant was markedly more than 
control, its L-lysine in the cell was excreted outside slowly. Furthermore, DAPDC 
activity has been tested between transformant and control by means of their crude 
extracts. Evidence proved that the activity of the former was 1.78 times than control.  
In sum, all the data mentioned above implied that the cloned foreign lys A gene 
has been transformed into E. coli BL21 and expressed high level catalyzing activity. 




















遗传学鉴定法[1]是核酸水平的鉴定，对细菌染色体或质粒 DNA 进行分析，包括 G+C 








































胞壁的 A 蛋白（SPA）能与动物血清中 IgG 的 Fc 结合，成为致敏的颗粒载体，特异




















































1.1.6.1 细菌染色体 DNA G+C mol%含量测定 
细菌 DNA 中 G+C 含量的测定是细菌分类鉴定中的一个能反映属、种间亲缘关系
的遗传型指征。不同生物种的 G+C 含量是不同的，生物种之间的亲缘关系越远，其



































核酸内切酶消化不同细菌染色体 DNA，经电泳产生不同长度 DNA 片段的酶切图谱。
将该图谱与已知菌的图谱进行比对即可未知菌进行初步判断。 
1.1.6.4 质粒图谱分析法    
质粒是独立于细菌染色体之外进行复制的辅助性遗传单位，不是细菌生长繁殖
所必需的，但质粒可使宿主菌具有某些非染色体决定的生物学性状，如耐药性、溶







循环。PFGE 运用罕见切点的内切酶切割染色体 DNA，产生 10～800kb 长的 5～20 条
大的 DNA 片段。PFGE 是目前分辨力 高的分型方法之一，但技术要求较高。 














前  言 
5 
细菌和病毒感染的早期诊断、遗传性疾病的诊断、肿瘤基因分析和法医学诊断等。
现已衍生出多种 PCR 技术，如：锚定 PCR、反向 PCR、多重 PCR、原位 PCR、不对称
PCR、重复序列 PCR、巢式 PCR、反转录 PCR、差异显示 PCR、免疫 PCR、PCR-ELISA、
随机扩增 DNA 多态性分析（RAPD）和扩增片段长度多态性（AFLP）等。RAPD 又称为
随机引物 PCR 法（AP-PCR），可用于未知菌株的快速鉴定和流行病学调查，细菌种间、
亚种间乃至株间的亲缘关系分析。AFLP 技术于 1995 年由 Vos 等首次报道，可用于
各种大小的基因组指纹分析，为研究物种间尤其是原核生物属以下及株间的亲缘关
系提供了有效的手段。 











































































Tab.1-1 The universal primers for the PCR of 16SrRNA gene 
引物 5’- 3’ 适用范围 
fD1 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAC 大多数真细菌 
fD2 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCATGGCTCAC 肠道细菌及相关细菌 
fD3 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTTAG Spirochete 疏螺旋体 
fD4 ccgaattcgacaacAGAATTTGATCTTGGTTCAG 衣原体属 
rD1 cccgggatccaagcttAAGGAGGTGATCCAGCC 许多真细菌 
rP1 cccgggatccaagcttACGGTTACCTTGTTACGACTT 肠道细菌 
rP2 cccgggatccaagcttACGGCTCCTTGTTACGCTT 大多数真细菌 
rP3 cccgggatccaagcttACGGATACCTTGTTACGACTT 梭杆菌 
注：小写代表连接序列，“f”连接序列中包含EcoR I和Sal I位点；“r” 连接
序列中包含Hin dⅢ, Bam HI和Xma I位点。 
   
1.1.6.8 微生物全基因组测序 
微生物全基因组测序是当前国际生命科学领域中掌握微生物全部遗传信息的




























表 1-2 不同盐浓度下生存的微生物 
Tab.1-2  The microorganisms survived under different NaCl concentrations 
分类 盐浓度 举例 




轻度嗜盐菌 在含 0.2～0.5mol/L 盐的培养基
中生长 好 
很多海洋微生物 
中度嗜盐菌 在含 0.5～2.5mol/L 盐的培养基
中生长 好，能在低于 0.1mol/L
盐中生长的被认为是兼性嗜盐菌






Extothiorhodospira halophila , 
Actinopolyspora halophila , 
Halobacterium volcanii 




























前  言 
9 
离纯化了 29 株耐盐范围在 0%～25%NaCl 的中度嗜盐菌，2003 年李卫等[14]从青岛
附近盐渍海产品中分离得到两株盐单胞菌 CM1 和 CM4，2004 年洪青等[15]从活性污
泥中分离的中度嗜盐菌 Halomonas sp. BYS21。本实验室[16,17]的张会永同学和谭静同
学（2001）分别从盐场的饱和盐水中分离得到 1 株淡黄色的革兰氏阴性杆菌








浓度从 0.1mol/L 上升到 2.0mol/L 时，其胞内的 K+、谷氨酸和甜菜碱分别提高了 1.9、
2.4 和 13.6 倍[15]。 
随着分子生物学的发展，洪青等人[19]（2005）构建了中度嗜盐菌 Halomonas sp. 
BYS21 的启动子文库及基因文库，对启动子活性和耐盐相关片段进行研究。何建等
人[20,21]利用 SEFA-PCR技术从中度嗜盐菌Halomonas sp. BYS21 总DNA中克隆了四
氢嘧啶合成基因 ect ABC 及其上游序列；将包含 ect ABC 基因及其上游 1000bp 序列
的片段克隆到 pUC19 中并转化 E.coli DH5α，转化子 E.coli（pUC19ECT）能够在
盐激条件下合成四氢嘧啶，但其耐盐能力没有得到显著改善。张薇等（2006）[22]分
离中度嗜盐菌 DTY1，高压液相色谱分析 DTY1 在 适盐浓度条件下，盐浓度越高
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